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られている。東北⼤学で発⾒された Multilineage-differentiating stress 







脊髄損傷モデルは IH (Infinite-Horizontal) Impactor で作成したラット第 9 胸
髄損傷モデルを使⽤し、損傷 1 ⽇⽬にヒト Muse 細胞を含有する製剤「CL2020」
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のうち 300,000 (細胞/匹) を尾静脈投与した。脊髄損傷ラットを「CL2020」群 
(n = 16) と対照群 (n = 20) に分けた。脊髄損傷後８週間⽬まで BBB (Basso, 
Beattie, Bresnahan) locomotor scale で⾏動評価を⾏った。8 週⽬にヒト細胞に
感受性の⾼い Diphtheria toxin (DT) を投与しヒト Muse 細胞による機能喪失を




した。下降性脊髄路の評価の損傷中⼼部から尾側 5.0 mm の切⽚を抗 5-HT (5-
Hydroxytriptamine = serotonin) 抗体で蛍光染⾊し、脊髄前⾓部の 5-HT 陽性細
胞数を計測した。ヒト由来の Muse 細胞を同定するために脊髄損傷中⼼部の切
⽚を hMit (human Mitochondria) と成熟 neuron を⽰す MAP-2 (Microtubule 
Associated Protein -2)、核を⽰す DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)の三重
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染⾊を⾏い評価した。 
「CL2020」群は脊髄損傷後 2 週⽬から後肢運動機能の改善 (「CL2020」群 
平均 7.69、対照群 平均 5.05、P < 0.05)を認め、脊髄損傷後 8 週⽬ (「CL2020」
群 平均 9.72、対照群 平均 6.18、P < 0.001)まで効果が持続した。さらに DT
投与によるヒト Muse 細胞の機能喪失評価では、CL2020 群は脊髄損傷後 8 週⽬
と DT 投与後 5 ⽇⽬ (脊髄損傷後 9 週⽬)で有意に後肢運動機能が悪化した (脊
髄損傷後 8 週⽬ 平均 11.8、9 週⽬ 9.60 平均 6.18、P < 0.01)。⼀⽅、対照群
は脊髄損傷後８週⽬と DT 投与後で後肢運動機能の変化は認めなかった。組織
評価において、脊髄損傷部空洞体積は「CL2020」群の⽅が対照群より拡⼤を認
めなかった (「CL2020」群 平均 1.5 mm3、対照群 平均 3.0 mm3、P < 0.05) 。
5-HT 陽性細胞数は「CL2020」群の⽅が対照群と⽐較して有意に多かった
(CL2020 群 平均 215 /mm2、対照群 平均 128 /mm2、P < 0.01)。ヒト Muse 細





空洞の拡⼤を抑制し、さらに 5-HT fiber を温存し、神経保護作⽤が⽰唆され
た。脊髄損傷後 8 週⽬の DT 投与により改善した後肢運動機能が悪化したこ





脊髄損傷 (Spinal Cord Injury: SCI)は、交通事故や⾼所からの墜落などの外傷
で強い外⼒が脊髄にかかることによって引き起こされる 13,41。世界の外傷性脊
髄損傷発⽣率は⼈⼝ 100 万⼈あたり 23 ⼈と推定され 28、⽇本においては⼈⼝
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100 万⼈あたり 40.2 ⼈である 51。受傷原因は交通事故、転落、転倒、スポーツ
の順で多い。脊髄損傷は運動、感覚、膀胱直腸などの機能障害や付随する褥瘡
や尿路感染症などの合併症を引き起こし、患者の⽇常⽣活動作（Activity of 









 Multilineage-differentiating stress enduring cell (以下 Muse 細胞)は東北⼤学
 8 
で発⾒された⽣体内に存在する多能性幹細胞である 25。成⼈ヒト真⽪、⾻髄な
どの間葉系組織に存在 25 する Muse 細胞は多能性幹細胞マーカーである stage 
specific embryonic antigen (SSEA) - 3 と間葉系マーカー CD105 が発現してお
り、このダブル陽性細胞を間葉系組織や間葉系細胞から培養採取することが可
能である 25。また、Muse 細胞に特筆すべきことは腫瘍形成を呈さないことであ
る 25,26,45。このことは動物実験系で腫瘍形成が報告されている ES (Embryonic 
stem ) 細胞 7 や iPS (induced pluripotent stem) 細胞移植 29 とは違い、腫瘍形成を
抑制するための処理が必要ない。この他に、Muse 細胞を体内に経静脈的に投
与すると、傷害を受けた部位にホーミングすることが知られている 6。また、



















その治療効果は疑問視されている 8。この急性期脊髄損傷に対しては G-CSF 
(Granulocyte-colony stimulating factor) 投与の治験 24 が進められている。ま
た、再⽣治療の⾄適時期は亜急性期以降が⼀般的であり、急性期の細胞移植は
炎症性細胞により排除され⽣着率が低いと⾔われている。札幌医科⼤学で⾏わ
れている⾻髄由来間葉系幹細胞 (MSC: Mesenchymal stem cell )を使⽤した























ラットに 30％ 酸素と 70％ 亜酸化窒素中に 2.0％ イソフルランで⿇酔をかけ
た。⼿術中はフィードバック調節式加温パッド（BWT-100、バイオリサーチ
センター株式会社、名古屋、⽇本）を⽤いて直腸温を 37.0±0.5 ℃に維持し
た。ラットを腹臥位にして、第 9 胸椎棘突起を触知し確認した。第 9 胸椎棘突
起上の⽪膚を剃⽑し、感染症予防のために消毒と洗浄を⾏った。背側正中切開
を⾏い、第 9 胸椎⼸を切除し背側脊髄を広範に露出した。次に、IH (Infinite 
Horizon) -impactor（Precision System and Instrumentation, LLC., Lexington, KY, 
USA）を使⽤し、IH-impactor テーブルに脊髄が平⾏になるようにラットを置




損傷後 1 週間までは毎⽇ 2 回ずつ、その後 8 週間は毎⽇ 1 回、⼿動で排尿させ
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た。 
（３）ヒト Muse 細胞製剤「CL2020」の経静脈投与 
ラット脊髄損傷モデルを 36 匹作成した（表 1）。脊髄損傷後１⽇⽬に、ヒト
間葉系幹細胞を培養し採取したヒト Muse 細胞製剤「CL2020」（株式会社⽣命
科学インスティテュート、東京、⽇本）（「CL2020」群、n = 16）と Dulbecco’s 






 全ての動物（n = 36）の後肢運動機能を脊髄損傷前、損傷後 1 ⽇⽬、5 ⽇⽬、
7 ⽇⽬、その後８週間⽬まで毎週、BBB（Basso, Beattie, Bresnahan）
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locomotor scale5 を⽤いて評価した (表 2)。BBB score は 21 点が正常で、点数
が下がるにつれて悪くなる。各々のラットの後肢運動はビデオ撮影し記録した
上で、投与薬剤が分からない評価者が⾏動評価を⾏った。また、後述する





し、続いて 0.1 ml/L の２％パラホルムアルデヒドで還流し組織を固定した。そ
の後、損傷部位を含む脊髄を取り出した。脊髄損傷部を中⼼に 10 mm の⻑さ
で切り出し、包埋材（Thermo Scientific™ Shandon™ M-1 Embedding Matrix, 
Thermo Fisher Scientific、USA）で包埋し、液体窒素で脊髄を凍結した。凍結
脊髄はクライオスタットを使⽤して軸位断で切⽚を 5 μm の薄さで切断した。
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スライド上の脊髄切⽚は損傷部分を 0 として、吻側と尾側⽅向に 1.0 mm、1.5 
mm、2.0 mm、3.0 mm、4.0 mm、5.0 mm の間隔で作成した（図 2）。各実験
で⽤いた動物モデルの詳細は表に⽰した（表 3）。組織評価は Diphtheria toxin
投与群は使⽤せず、また sacrifice に伴うラット脊髄損傷モデルの損失のため評
価数は「CL2020」群を 5 匹、対照群を 5 匹とした。 
（６）脊髄損傷部空洞の評価 
Klüver-Barrera 染⾊で組織形態学的評価を⾏った。脊髄軸位断切⽚の損傷中⼼
部 0 と吻尾側⽅向に 1.0 mm、1.5 mm、2.0 mm、3.0 mm、 4.0 mm、5.0 mm を
各切⽚で Luxol Fast Blue 液、0.05%炭酸リチウム液、0.1%Cresyl violet 液を⽤い





脊髄内の 5-HT (5-Hydroxytriptamine = serotonin) 陽性細胞数を評価するた
めに、抗 5-HT 抗体（ab66047, abcam, Cambridge, England) で蛍光染⾊した。軸
位断脊髄切⽚で、損傷部中⼼から 5 mm 尾側の脊髄前⾓部を評価した。抗 5-
HT 抗体で染⾊された陽性細胞数を Image J（Rasband, W.S., ImageJ, U. S. 
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA）で定量化した。 
（９）ヒト Muse 細胞製剤「CL2020」の同定と神経分化 
脊髄損傷部位にヒト Muse 細胞製剤「CL 2020」を同定のために抗 human 
Mitochondria（hMit）（1: 50; ab3298, Abcam, Cambridge, England）抗体で免疫染
⾊し、同時に抗 Microtubule Associated Protein-2（MAP-2）(1: 500;  ab5392, 
Abcam, Cambridge, England) 抗体、これらの⼆次抗体として Alexa 488 anti-
mouse、Alexa 488 anti-rabbit、Alexa 568 anti-chicken、Alexa 488 anti-Rat
（Prolong diamond antifade mountant with DAPI: P36962, Thermo Fisher 
Scientific, MA, USA）でインキュベートし、封⼊剤 (DAPI を含む Prolong 
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diamond 退⾊防⽌封⼊剤: P36962, Thermo Fisher Scientific, MA, USA）で封⼊
した。切⽚はレーザー共焦点顕微鏡（C2si、ニコン、東京、⽇本）とカラー顕
微鏡カメラ（DFC7000 T、ライカ、東京、⽇本）で確認した。 
（１０）Diphtheria toxin (DT)の投与による運動機能喪失評価 
ラット脊髄損傷モデルの慢性期、脊髄損傷後 8 週⽬に Corynebacterium 
diphtheriae（Sigma-Aldrich Co. LLC、USA）の DT を各群無作為に選択した 5
匹ずつ（表 3）に投与して、運動機能喪失の評価を⾏なった 36。 ヒト由来の細
胞は齧⻭類の細胞と⽐べて、DT に対して 100,000 倍の感度があると⾔われて
いる 11。したがって、DT は齧⻭類内のヒト細胞に対する機能喪失⽅法として
⼀般的に使⽤されている。本研究も既存の実験に則ってジフテリア毒素（50 
μg/ kg）を 24 時間毎に 2 回腹腔内投与した。DT 投与の 5 ⽇後 (脊髄損傷後
9 週⽬)に後肢運動機能を BBB locomotor scale で評価した。 
（10）統計学的評価⽅法 
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 ⾏動評価の統計は Graph Pad Prism 5 ( GraphPad Software, LLC, San Diego,  
USA) を使⽤して、各群間の BBB score を多重測定分散分析（ANOVA）と
Bonferroni post hoc test で解析を⾏い、グラフは平均±SD（標準偏差）で⽰し
た。また各群間の脊髄損傷部の空洞⾯積、体積、さらに 5-HT 陽性細胞数の⽐
較は Mann-Whitney`s U 検定を⽤いた。各群 Diphtheria toxin 投与前後の BBB 




ラット脊髄損傷モデル「CL2020」群は 15 匹中 1 匹、対照群は 20 匹中 6 匹が
死亡した（表 1）。「CL2020」群のラット脊髄損傷モデルは対照群と⽐較して、
BBB score が脊髄損傷後 2 週⽬から改善 (「CL2020」群 平均 7.69、対照群 
平均 5.05、P < 0.05) し、脊髄損傷後 8 週 (「CL2020」群 平均 9.72、対照
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群 平均 6.18、P < 0.001)にわたって有意な改善を維持した（図 3）。 
（２）「CL2020」群の脊髄損傷部空洞拡⼤抑制と 5-HT 陽性細胞数の増多 
「CL2020」群と対照群の各切⽚脊髄空洞⾯積は中⼼部を含めて有意差は認め
なかった (図 4)。しかし、脊髄損傷部空洞体積は「CL2020」群で対照群と⽐
較して有意に⼩さかった(CL2020 群 平均 1.5 mm3、対照群 平均 3.0 mm3、P 
< 0.05, 図 5）。また、「CL2020」群の脊髄損傷部尾側で 5-HT 陽性細胞数が有
意に多かった (CL2020 群 平均 215 /mm2、対照群 平均 128 /mm2、P < 
0.01, 図 6）。 
（３）脊髄損傷部の「CL2020」の同定と神経分化 
「CL2020」投与後８週⽬の脊髄切⽚の蛍光染⾊で、hMit と DAPI の⼆重染
⾊で脊髄損傷部に hMit 陽性細胞を同定した（図 7C）。特に脊髄損傷部吻側か
ら尾側にかけての⽪質脊髄路と空洞周囲に存在していた (図 7B)。三重染⾊で
は hMit 陽性細胞に MAP-2 が Merge していた(図 7E)  
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（４）Diphtheria toxin (DT)投与後の後肢運動機能の悪化 
「CL2020」群において、DT 投与前 (脊髄損傷後 8 週⽬)と投与後 (脊髄損傷
後 9 週⽬)で BBB score が有意に悪化した (脊髄損傷後 8 周⽬ 平均 11.8、9 週
⽬ 9.60 平均 6.18、P < 0.01)。⼀⽅、対照群においては DT 投与前後で BBB 
score で変化は認めなかった (脊髄損傷後 8 周⽬ 平均 5.90、9 週⽬ 平均 
5.70、ns: no significant ) (図 8)。 
 
［６］考察 
本研究でヒト Muse 細胞製剤「CL2020」を脊髄損傷 1 ⽇⽬に経静脈的投与す
ると、「CL2020」が脊髄損傷部に遊⾛、⽣着し、８週間にわたって後肢運動機






（１）ヒト Muse 細胞製剤「CL2020」の脊髄損傷部へのホーミング 
この動物実験モデルは、「CL2020」投与後 8 週⽬に脊髄損傷空洞部周辺に




モデルの亜急性期（発症後 9 ⽇）と慢性期（発症後 30 ⽇）に「CL2020」を投







にある転換酵素が結合し、S1P が合成される 47。Muse 細胞に発現している
S1P 受容体 2 が S1P を感知し、傷害部にホーミングするとされる 27。 
（２）神経分化したヒト Muse 細胞製剤「CL2020」 
Muse 細胞には Sox2、Oct3 / 4、Nanog などの多能性マーカーが発現されて
いる 25。Muse 細胞が障害部にホーミング後、⾃発的に分化し、損傷組織に置
き換わり、修復する 17,19,46。急性⼼筋梗塞における Muse 細胞移植の研究は、ト
ロポニン I やサルコメア α-アクチニンなどの⼼臓マーカー陽性細胞に⾃発的
に分化した 47。⼀⽅、中枢神経系において、損傷脳に移植された Muse 細胞が
中枢神経細胞に分化した 44。例えば、脳梗塞ラットモデルに Muse 細胞を移植







系細胞に分化しづらい環境とされてきた 38。しかし、本研究はヒト Muse 細胞
「CL2020」が脊髄損傷部で⽣着し、中枢神経系細胞に分化した。これまでの
研究には、脊髄損傷部に移植された神経幹細胞のうち、わずか 4％のみが神経
細胞の特性を有し、9 週間⽣存した細胞の 84 ％が GFAP 陽性細胞であったと


















DT 投与後、「CL2020」群の BBB score は悪化した。この結果はヒト Muse 細
 25 
胞製剤「CL2020」が脊髄損傷部の中枢神経系の修復に寄与した可能性を⽰し
た。Muse 細胞は Mesenchymal stem cell (MSC)から分離した幹細胞であり 25、
脊髄損傷の MSC 移植も運動機能回復が促進されるのは既知の事実であるため
9,15、「CL2020」の運動機能回復メカニズムは MSC のメカニズムと同様の可能
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ラット脊髄損傷モデル数は計 36 匹。「CL2020」群は 16 匹で、そのうち 1 匹
死亡した。対照群は 20 匹で、そのうち 6 匹が死亡した。 
表２: BBB（Basso, Beattie, Bresnahan）locomotor scale 
ラット脊髄損傷モデルの後肢運動機能は BBB（Basso, Beattie, Bresnahan）
locomotor scale を使⽤した。BBB score は 21 点が正常で、点数が下がるにつ
れて悪くなり、0 点が後肢完全⿇痺である。 
表３: DT 投与数および組織評価数 
⾏動評価を⾏なったラット脊髄損傷モデルで、DT (Diphtheria toxin)投与は
「CL2020」群で 5 匹、対照群で 5 匹で、組織評価は「CL2020」群で 5 匹、
対照群で 5 匹であった。 
図１: プロトコール ラット脊髄損傷モデル 
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A. 本研究の実験⼿順および材料や⽅法の詳細な情報を⽰す。 
B. IH (Infinite-Horizontal)- impactor を⽤いた第９胸髄圧挫傷モデルの作成⽅
法を⽰す。 
図 2: 脊髄損傷模式図 
損傷脊髄の模式図を⽰す。茶⾊が脊髄損傷部中⼼で、点線が空洞を⽰し、脊髄
損傷部中⼼（0）から吻尾側に向かって図の如く切⽚を作成した。 
図 3: ⾏動評価 
BBB (Basso, Beattie, Bresnahan) locomotor scale の結果を⽰す。脊髄損傷後８
週⽬まで毎週、オープンフィールドで後肢運動機能を評価した。「CL2020」群
（⿊線、n = 15）と対照群（灰⽩線、n = 20）を⽰す。BBB score は脊髄損傷
2 週⽬から「CL2020」群で対照群と⽐較して有意に改善した (*: P <0.05, **: 
P < 0.01, ***: P <0.001)。 
図４: 脊髄損傷空洞⾯積と残存組織評価 
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傷部中⼼の脊髄断⾯の Klüver-Barrera 染⾊を⽰す。スケールバー = 1000 μ
m。「CL2020」群と対照群の脊髄損傷空洞体積のグラフを⽰す。空洞体積は
「CL2020」群で対照群よりも有意に⼩さかった (P < 0.05)。 
図６: 5-HT 陽性細胞の定量化 
脊髄損傷模式図で脊髄損傷部中⼼より 5 mm 尾側切⽚で 5-HT 免疫染⾊の結果
を⽰す。「CL2020」群と対照群の損傷部尾側 5 ml の脊髄断⾯切⽚の 5-HT 染
⾊（緑）を⽰す。スケールバー = 50 μm。「CL2020」群（⿊）は対照群（灰
⽩）よりも有意に 5-HT 陽性細胞が多かった (**: P < 0.01)。 
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図７: ヒト Muse 細胞製剤「CL2020」の同定と神経分化 
脊髄損傷後 8 週⽬における脊髄損傷部のヒト Muse 細胞製剤「CL2020」を⽰
す。A. 図 A（Paxino and Watson, 2005）は脊髄断⾯内の図 B（⾚枠）の拡⼤
図を表す。B. 損傷部中⼼から 1 mm 吻側の切⽚における、MAP2、hMit 
(human Mitochondria) 、DAPI の三重蛍光染⾊を⽰す。⽩枠は図 C-E の位置
を⽰す。C-E. 「CL2020」投与後 8 週⽬の⽣着細胞の⾼倍率の代表画像を⽰
す。ヒト Muse 細胞製剤「CL2020」は hMit（緑）、核は DAPI（⻘）で⽰す
（C）。MAP-2（⾚）は神経分化を⽰す（D）。三重染⾊で、脊髄損傷 1 ⽇⽬に
経静脈的投与した「CL2020」が、脊髄損傷部に⽣着分化したことを⽰す
（E）。スケールバー = 50 μm。 
図８: DT 投与後の⾏動評価 
DT (Diphtheria toxin) 投与よるヒト Muse 細胞の選択的機能喪失試験の⾏動評
価を⽰す。BBB (Basso, Beattie, Bresnahan) locomotor scale は「CL2020」群
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（⿊線）と対照群（灰⽩線）のそれぞれ５匹ずつに⾏った。「CL2020」群のみ
で、DT 投与後 5 ⽇⽬（脊髄損傷 9 週⽬）に BBB score が有意に悪化した (*p 



















表 1: ラット脊髄損傷モデル数 
表 2: BBB (Basso, Beattie, Bresnahan) locomotor scale   
表 3: DT 投与数および組織評価数  
DT: Diphtheria toxin 
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図 3: ⾏動評価 
 
図４: 脊髄損傷空洞⾯積 残存組織⾯積評価 
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図 8: DT 投与後の⾏動評価 
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